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RESUMO

Efeito da miotoxinas do veneno de Bothrops jararacussu, Bothropstoxina I e 11, sobre
ATPases de transporte idnico do musculo extensor digitorum longus de camundongos

Rodrigo Ayres de Oliveira
Orientadores: Luis Eduardo M. Quintas e Valéria do Monti Nascimento Cunha

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s-graduacdo em Farmacologia
e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas (Farmacologia).

Acidentes com serpentes constituem um risco significativo para a sadde publica na América
Latina e a mionecrose é uma das principais consequéncias incapacitantes. Experimentalmente, a
injecdo de veneno de Bothrops jararacussu causa necrose rapida e uma regeneracao posterior do
musculo extensor digitorum longus (EDL) de camundongos, com dano ao sarcolema e rapido
efluxo de enzimas citosolicas e influxo de ions. Mostramos previamente que ATPases de
transporte idnico essenciais para a homeostasia do calcio intracelular sdo significativamente
afetadas pelo veneno bruto, com um aumento global da Na*/K*-ATPase e diminuicdo da Ca*-
ATPase reticular SERCA (Schaffazick et al., Toxicon 55:52, 2010). Este trabalho visa estudar o
efeito das miotoxinas bothropstoxina I e Il (BthTX I e Il) sobre a expressdo das isoformas de
SERCA e de Na'/K*-ATPase, durante o processo de necrose/regeneracio do EDL e avaliar seus
efeitos sobre a atividade destas ATPases in vivo e in vitro. Camundongos sui¢os adultos
divididos em 4 grupos receberam uma inje¢do de 50 pl das miotoxinas (1 pg/g), isoladas ou
associadas, ou uma solucdo salina (PSS) na pata direita. Os masculos EDL foram removidos 1,
3, 7 e 21 dias apos a administracdo das miotoxinas e foram homogeneizados. O Western blot foi
efetuado utilizando anticorpos especificos contra as isoformas al e a2 da Na'/K'-ATPase, e
isoformas SERCA1 e 2. Além disso, experimentos foram realizados para determinar as
atividades Na‘/K*-ATPésica e Ca*"-ATPasica por método colorimétrico. Observou-se uma
reducdo da expressdo da isoforma a2 da Na*/K'-ATPase no 1° (BthTX II) e 3° dia (BthTX Il e
BthTX I+I1) de necrose (n=3-6, p<0,05). Nenhuma mudanga foi observada na expressao de al,
SERCAL e SERCA2. A atividade Ca**-ATPasica in vivo foi apenas inibida significativamente
por BthTX I+11 1 dia, mas ndo 3 dias, apds sua administragdo (n=5, p<0,05), podendo ter sido
afetada por BthTX | e 1, sendo necessarios mais experimentos para confirmagdo. As miotoxinas
ndo tiveram efeito sobre a atividade Na*/K'-ATPasica in vitro. Todavia, BthTX Il inibiu a
atividade de Ca”*-ATPasica in vitro em concentragdes muito baixas, com um Cls, aparente em
torno de 0,1 pg/ml (6 nM) enquanto BthTX I ndo afeta a atividade. Ndo parece haver
potencializagdo das miotoxinas associadas. Em concluséo, as miotoxinas parecem atuar de modo
diferente do veneno bruto sobre as ATPases, provavelmente induzindo um menor efeito
degenerativo e inflamatdrio, corroborando com a hipdtese de que outros componentes do veneno
sdo importantes para a miotoxicidade in vivo. Por outro lado, BthTX Il € um potente inibidor de
SERCA, sendo um dos provaveis alvos principais desta miotoxina.

Palavras-chave: Na'/K*-ATPase, Ca**-ATPase, miotoxinas, Bothrops jararacussu, degeneracio
muscular.

Rio de Janeiro
Abril/2013
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ABSTRACT

Effect of myotoxins from Bothrops jararacussu venom, Bothropstoxin I and 11, on ion
transport ATPases of the murine extensor digitorum longus muscle

Rodrigo Ayres de Oliveira
Orientadores: Luis Eduardo M. Quintas e Valéria do Monti Nascimento Cunha

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-graduacdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo
de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Farmacologia).

Snakebites constitute a significant risk to public health in Latin America and myonecrosis is
one of the main disabling consequences. Experimentally, the injection of Bothrops
jararacussu venom causes rapid necrosis and a subsequent regeneration of the extensor
digitorum longus (EDL) of mice, with sarcolemmal damage and rapid efflux of cytosolic
enzymes and influx of ions. We have previously shown that ion transport ATPases essential
to intracellular calcium homeostasis are significantly affected by the crude venom, with an
overall increase of Na'/K'-ATPase and decrease of reticular Ca*-ATPase SERCA
(Schaffazick et al., Toxicon 55:52, 2010). The present work aims to study the effect of
myotoxins bothropstoxin | and Il (BthTX I and BthTX II) on the expression of SERCA and
Na'/K*-ATPase isoforms during the mouse EDL necrosis/regeneration phenomenon and to
assess their effect on these ATPases in vivo and in vitro. Adult Swiss mice divided into 4
groups received an injection of 50 ul of isolated or associated myotoxins (1 ng/g), or saline
solution (PSS) on the right paw. The EDL muscles were removed 1, 3, 7 and 21 days after
administration of myotoxins and homogenized. Western blot analysis was carried out using
specific antibodies against Na*/K*-ATPase al and a2 isoforms and Ca**-ATPase SERCA1
and 2 isoforms. Also, experiments were performed to determine Na'/K*-ATPase and Ca?'-
ATPase enzymatic activities by colorimetric method. We observed a reduced expression of
Na'/K"-ATPase o2 isoform at the 1% (BthTX II) and 3" day (BthTX Il and BthTX I+I1) of
necrosis (n=3-6, p<0.05). No changes were seen in Na'/K'-ATPase al and SERCA1 and 2
expression. Ca®*-ATPase activity in vivo was only significantly inhibited by BthTX I+l 1
day, but not 3 days, after administration (n=5; p<0,05), and could be affected by BthTX I and
I, but more experiments are needed. Myotoxins had no effect on Na'/K*-ATPase activity in
vitro. Nevertheless, BthTX Il inhibited the Ca®-ATPase activity in vitroat very low
concentrations, with an apparent 1Csy around de 0,1 pg/ml (6 nM) whereas BthTX | had no
effect. No potentiation seems to be induced by myotoxin association. In conclusion,
myotoxins seem to act differently from the crude venom on ion transport ATPases, probably
inducing a lower degenerative and inflammatory effect, corroborating with the hypothesis that
other venom components are important for the myotoxicity in vivo. On the other hand, BthTX
Il is a potent SERCA inhibitor, being one of the putative main targets of this myotoxin.

Keywords: Na'/K'-ATPase, Ca’’-ATPase, myotoxins, Bothrops jararacussu, muscle
degeneration.

Rio de Janeiro
Abril/2013



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ATP- adenosina trifosfato

PLA2 - fosfolipase A2 (PLA2)

BthTXI - Bothropstoxina |

BthTXII - Bothropstoxina Il

Lys49 — Lisina 49

Asp49 — Aspartato 49

SVMPs — metaloproteinases

MEC - matrix extracelular

DHPR - receptor de dihidropiridina

DTT - ditiotreitol

EDL - musculo extensor digitorum longus
EDTA - &cido etilenodiamino tetra-acético
[Ca?*];— concetracdo de calcio intracelular
IP3R - inositol-1,4,5-trifosfato

NFAT - fator nuclear de células T ativadas
IL-4 - gene interleucina-4

NCX - trocador Na*/Ca**

NKA - Na*,K*-ATPase

PMCA - Ca**-ATPases de membrana plasmatica
PMSF - fluoreto de fenilmetilsulfonila

PKA - proteina cinase dependente de AMPc
PSS - solucdo salina fisioldgica

ROCs - Canais de Ca®* acoplados a receptores
RS- Reticulo Sarcoendoplasmatico

RyR — receptor de Rianodina

SDS-PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS
SERCA - Ca*"-ATPase de reticulo sarco-endoplasmético
SOCs - canais de Ca®* regulados pelo estoque intracelular
SPCA - Ca®*-ATPases localizadas no Complexo de Golgi
TTBS - tampao Tris-salina contendo 0,1% de Tween 20

WB- Western Blotting
VOCs - canais de Ca** sensiveis & voltagem
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1. INTRODUCAO

1.1 Acidentes ofidicos: relevancia médica

Acidentes envolvendo picadas de serpentes sdo um grave problema mundialmente,
inclusive no Brasil (Tabela 1), cujas principais notificacbes sdo atribuidas aos agentes
etiologicos pertencentes as espécies viperideas (mais especificamente crotalineos), em que se
encontram os géneros: Crotalus (p.ex., cascavel — 7,7%); Lachesis (p.ex., surucucu — 1,4%);
Bothrops sp. (p.ex., jararaca, jararacussu — 90,9%); ha também o género Micrurus (p.ex.,
coral 0,4%), unico representante da familia Elapinae. As serpentes do género Bothrops sp. séo
as responsaveis pela maioria dos acidentes, segundo dados do Ministério da Salde brasileiro
(Figura 1), causando danos prolongados e as vezes permanentes. Elas podem ser encontradas
em beiras de rios, pantanos, florestas tropicais e plantacdes nas regiées Sul e Sudeste, no sul
da Bahia e Mato Grosso do Sul, Argentina, Paraguai e Bolivia (figura 2) (Jorge & Ribeiro,
1990; Milani et al, 1997; Schaffazick, 2009).

Como descrito em Santoro e colaboradores (2008), no Brasil sdo registrados
anualmente cerca de 27.000 empegonhamentos por serpentes (15 casos por 100.000
habitantes), ocasionando 100 o6bitos a cada ano, sendo que 90% desses acidentes € causado
por serpentes viperideas; no entanto, o registro do nimero de casos de sequela permanente é
desconhecido. No Sudeste brasileiro, as serpentes do género Bothrops sdo as responsaveis
pela maioria dos acidentes, causando 97,5% dos casos de empegonhamento por serpentes no
estado de S&o Paulo. De acordo com a tabela 1, a maioria dos acidentes ofidicos ocorre nas
regidbes Norte e Centro-Oeste, além disso, observa-se que o numero de acidentes vem
aumentando ao longo dos anos, talvez o aumento da incidéncia de queimadas e

desmatamento venha aumentando o contato das serpentes com o homem.



Tabela 1. Casos de acidentes por serpentes. Brasil, Grandes Regides e Unidades Federadas (2000 a 2011)

Regido e UF 2010*
Regido Norte 57,9
Rondénia 21,6 29,7 37,4 51,9 45,5 45,2 38,4 31,3 29,3 28,7 30,1
Acre 18,7 17,4 29,5 34,1 39,2 48,2 48,6 42,6 60,0 61,8 74,6
Amazonas 11,1 9.4 20,8 31,1 44,6 54,0 51,9 39,6 46,8 50,2 41,7
Roraima 3,7 8,9 29,7 21,8 48,7 57,8 79,3 71,3 44,8 74,0 51,2
Para 26,4 43,1 51,1 62,6 61,2 65,9 63,7 64,5 65,5 70,1 68,1
Amapa 3,1 1,8 15,1 34,0 43,8 41,5 43,0 38,8 43,2 448 36,5
Tocantins 34,4 44,3 60,9 61,1 59,4 62,3 57,5 53,2 62,5 66,8 77,9
Regido Nordeste

Maranhdo 5,5 12,1 18,0 19,3 17,8 22,3 22,4 242 23,7 22,4 25,1
Piaui 5,0 555 6,0 6,0 6,4 7.8 9,1 7,1 )2 8,5 8,4
Ceard 0,8 3,4 8,5 9,1 10,4 9,9 7,5 7.4 8,2 10,1 9,9
Rio Grande do Norte 3,2 6,1 8,3 11,0 15,3 11,9 10,4 9,7 9,3 15,1 18,6
Paraiba 1,7 2,6 7,0 7,8 8,7 13,2 14,9 12,1 10,5 16,7 13,0
Pernambuco 2,7 4,5 7,3 9.4 7,3 8.1 9,0 9,3 8,8 9,5 8,4
Alagoas 5,0 7.8 10,1 10,0 7,8 8,7 8.4 10,5 11,4 12,4 11,6
Sergipe 0,4 1,4 1,5 1,3 3,0 2,7 3,2 8,3 11,0 11,8 8,8
Bahia 13,5 20,2 23,4 21,4 18,4 18,3 19,6 18,5 18,5 22,7 22.3
Regido Sudeste . ! , ! - H ) ,
Minas Gerais 2,2 16,5 19,4 21,6 23,7 20,7 21,4 18,1 18,1 14,8 16,4
Espirito Santo 32,1 28,4 32,8 27,4 37,5 31,8 29,9 30,5 33,3 257 23,6
Rio de Janeiro 2,4 2,8 2,5 3,6 3,6 3,7 4,2 3,7 37 3,9 3,4
Sao Paulo 4,9 4,5 4,7 54 5,1 4,7 4,5 3,6 4,3 4,6 4,2
Regido Sul

Parana 1,4 8,4 9,2 8,7 8,3 9,2 9,1 10,5 9,7 9,6 8,9
Santa Catarina 14,3 13,0 13,6 15,8 14,7 14,1 14,3 14,6 13,9 14,7 12,7
Rio Grande do Sul 3,3 6,2 9,4 10,2 10,3 8,4 9,9 9,9 8,8 9,6 9,3
Regido Centro-Oeste

Mato Grosso do Sul 12,0 12,3 13,8 18,2 22,9 21,3 19,8 14,4 25,3 23,2 18,5
Mato Grosso 2,6 18,9 29,6 357 39,6 42,3 411 39,7 39,9 43,3 46,1
Goias 19,3 18,0 21,7 24,0 19,3 20,4 17,9 13,7 17,5 17,5 20,0
Distrito Federal 6,8 57 4,0 4.8 3,5 2,9 2,7 3:1 2,9 29 3.4

Brasil

2011*
0,0

TOTAL*
49,1

Banco de dados atualizado em: 9/7/2008 9/7/2008 9/7/2008 9/7/2008 9/7/2008 9/7/2008 9/7/2008 16/3/2011 17/3/2011 14/3/2011 14/3/2011

Retirado de: http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/tabela_inc casos serpente 01 04 2011.pdf
(Ministério da Saude. Fundacao Nacional de Saude, 2001)



http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/tabela_inc_casos_serpente_01_04_2011.pdf

—Bothrops 90.5%

Micrurus 0,4%

Crotalus 7,.7% ~

Lachesis 1,4%

Figura 1. Distribuicdo dos acidentes ofidicos no Brasil, de 1990-1993, segundo o género da serpente
peconhenta. (Retirado de: Manual de Diagnoéstico e Tratamento de Acidentes por Animais
Peconhentos. Ministério da Saude. Fundacdo Nacional de Saide (FUNASA) - outubro/2001)
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Figura 2. A) serpente Bothrops jararacussu; B) distribuicdo geogréafica de Bothrops jararacussu no
Brasil (retirado de Milani et al, 1997)

1.2 Composicéo e acdes do veneno de serpentes do género Bothrops sp.

Os venenos sdo misturas complexas de componentes organicos e inorganicos. Os
componentes organicos sdéo compostos em sua maioria por material proteico, apresentando

também nucleotideos e aminoacidos, aminas biogénicas, lipideos e carboidratos. Com



relagio aos componentes inorganicos, podem variar entre espécies e incluem fons Na*, K,
ca®*, Mg®, Mn**, Zn**, Cu®*, Fe**, PO,* e Co®". Acredita-se que alguns elementos como o
Fe**, Cu?*, Zn*" e Co®" possam ter envolvimento com o mecanismo catalitico de enzimas
presentes no veneno, como por exemplo, as metaloproteinases; enquanto, Mn**, Mg”* e Ca**
participam da estabilizacdo de certas proteinas. (Bjarnason & Fox, 1994).

Dentre a grande variedade de componentes do veneno de serpentes, as toxinas que
possuem atividade de fosfolipase A, (PLA;) podem gerar diversos efeitos bioldgicos, como:
miotoxicidade, neurotoxicidade, citotoxicidade, cardiotoxicidade e hemdlise (Bonfim et al,
2009). Em casos que afetam o tecido renal, o envenenamento pode levar clinicamente a
faléncia renal aguda (caracterizada pela reducdo da filtracdo glomerular e da reabsorgéo
tubular de Na*), dano renal (glomerulonefrite aguda ou necrose cortical) e diversas alteragoes
funcionais como: acidose metabdlica, hipercalemia, oligiria ou andria e aumento das
concentracOes séricas de ureia e creatinina (Linardi et al., 2011).

Acidentes com serpentes da espécie B. jararaca podem gerar manifestacdes locais
(equimose, edema, bolhas e necrose) e sistémicas, como incoagulabilidade sanguinea e
sangramento espontaneo (epistaxis, sangramento gengival, hematuria) (Santoro et al., 2008).

A espécie de serpente B. jararacussu possui um veneno com atividade citotoxica
(relacionada a residuos catibnicos e hidrofobicos localizados na regido C-terminal de
enzimas tipo PLA2), que pode contribuir para os efeitos inflamatdrios e necrose local, e esta
particularmente relacionado a atividade miotoxica direta, caracterizada por alteracdes
estruturais do tecido muscular e mionecrose (Bonfim et al, 2009; Schaffazick et al., 2010). A
atividade miotoxica pode ser avaliada através do aumento nos niveis de creatina cinase
plasmatica, que ocorre como consequéncia do dano ao sarcolema (Calil-Elias et al, 2002; Da
Silva et al, 2007). Ademais, proteases hemorragicas como a bothropasina e a jararhagina
promovem o rompimento de vasos sanguineos e um rapido processo de degradacdo de
proteinas da matriz subendotelial, levando a hemorragia local ou mesmo sistémica, e o
quadro de isquemia muscular possivelmente contribui para o efeito miotoxico (Da Silva et
al., 2007).

1.2.1 Miotoxinas PLA,

A superfamilia das PLA; foi classificada em 11 grupos e 23 subgrupos. Os venenos

PLA, podem ser da classe | (encontrados em elapideos terrestres e serpentes marinhas),



classe Il (serpentes viperideas) e grupo Ill (abelhas e lagartos). As PLA, das classes | e Il
apresentam cerca de 14 kDa (Gutiérrez & Ownby, 2003; Ambrosio et al., 2005).

PLA, miotdxicas podem ligar-se com afinidade varidvel a diferentes tipos de
aceptores na membrana de musculos esqueléticos: dominios lipidicos enriquecidos em
glicerofosfolipideos podem constituir aceptores para essas fosfolipases, que podem ligar-se
também a receptores de membrana com multidominios, como receptores do tipo-M (com 8
dominios homologos para regides de reconhecimento de carboidratos de lectina do tipo-C) e
receptores do tipo-N, embora ndo tenha sido publicado na literatura qualquer evidéncia que
comprove uma agao miotdxica decorrente do acoplamento a esses receptores (Gutiérrez &
Ownby, 2003). Essas miotoxinas sdo encontradas em maiores concentracdes no veneno de B.
jararacussu e B. asper (Zychar et al., 2010).

As miotoxinas policatidnicas estudadas e cruciais para esse processo Sdo a
bothropstoxina | (BthTX 1) e a bothropstoxina Il (BthTX 1), que sdo PLA, bésicas do grupo
Il e diferem entre si por substituintes em residuos localizados na regido de ligacdo de calcio
(calcium binding-loop), pesando cerca de 15 kDa. A BthTX | possui 0 aminoacido Lisina na
posicdo 49, o que afeta a capacidade dessa enzima se ligar ao Ca?*, que é necessario para
estabilizacdo do intermediario tetraédrico para reacdo catalitica, tornando-a conhecida
também como enzima miotoxica Lys49, uma PLA, desprovida de atividade catalitica. A
BthTX Il possui um aspartato na posicdo 49, podendo ser chamada, dessa forma, enzima
ativa Asp49, uma PLA, que possui atividade catalitica. Além disso, cabe destacar que nao
pode ser excluida a hipdtese das toxinas entrarem na célula ap6s o dano no sarcolema,
contribuindo posteriormente para o agravamento da patologia (Homsi-Brandeburgo et al.,
1988; Gutiérrez & Ownby, 2003; Teixeira et al., 2003; Mora et al., 2006; Da Silva et al.,
2007; Bonfim et al., 2009; Cintra-Francischinelli et al., 2009; Schaffazick et al., 2010).

As enzimas acima descritas diferem também no que tange ao seu mecanismo de acéo.
A BthTX | gera desarranjo da organizagdo macromolecular da bicamada lipidica através de
um mecanismo de interacdo eletrostatica, tendo em vista que 0s residuos catiénicos dessa
PLA2 interagem com a bicamada carregada de cargas negativas. A BthTX Il também
promove ruptura da membrana plasmatica, no entanto, por ter acdo catalitica, ela catalisa a
hidrélise da ligacdo éster 2-acil de 3-m-fosfoglicerideos de membrana, processo esse que
requer Ca®*, produzindo 3-sn-lisofosfoglicerideos e &cidos graxos, que podem lesar a
membrana devido a sua acdo detergente (Gutiérrez & Ownby, 2003; Ambrosio et al., 2005;
Bonfim et al., 2009) (figura 3).



Nesse panorama, diversos autores relatam que o sitio de acdo das miotoxinas é a
membrana plasmatica, que por sua vez tem sua integridade rompida e que consensualmente
acredita-se resultar no influxo de fons Ca* e seu aciimulo no citoplasma, levando a uma série
de eventos que culminam em morte celular do musculo afetado. Estudos recentes, entretanto,
mostram que pode haver contribuicdo importante da mobilizagcdo de Ca®* intracelular para a
acdo das miotoxinas, mobilizacéo esta que poderia ocorrer mesmo antes do influxo de Ca?*
proveniente do meio extracelular. Este mecanismo também sugere a possivel ativacao de vias
de sinalizacdo intracelulares (Da Silva et al., 2007; Bonfim et al., 2009; Cintra-
Francischinelli et al., 2009; Schaffazick et al., 2010). Além do influxo de Ca®*, a ruptura da
membrana plasmatica muscular pode acarretar no rapido efluxo de creatina cinase, lactato
desidrogenase, aspartato aminotransferase, mioglobina e creatina (Gutiérrez & Ownby,
2003).

Outro aspecto importante é a associagdo das fosfolipases miotdxicas Asp49 e Lys49
com eventos inflamatorios e de hiperalgesia, que decorrem da acdo de prostaglandinas e
também da bradicinina em receptores B2. Na Lys49 a regido que confere hiperalgesia é a
mesma regido responsavel pelas acbes bactericida, citolitica, edematogénica e miotoxica. As
fosfolipases endégenas podem ser originadas a partir de tecidos inflamados (em decorréncia
da agdo dessas miotoxinas), podendo participar da degradacdo do A&cido araquidbnico
(principal precursor de eicosandides), e consequentemente liberacdo do araquidonato, cuja
conversao pela acdo de ciclooxigenases resulta na biossintese de prostaglandinas,
tromboxano e prostaciclinas. Além disso, essas miotoxinas agem em mastocitos,
promovendo liberacdo de histamina e serotonina, que também podem contribuir para os
efeitos inflamatorios. A agdo catalitica (presente na Asp49) determina a intensidade do efeito
nociceptor, no entanto, ndo é essencial para que ocorra formacéo de edema, desgranulacédo de
mastacitos, hiperalgesia e inflamacéo (ja que a Lys 49 também pode promover essas acdes),
sendo mais importantes outras caracteristicas como ativacdo de fosfolipases citossélicas
enddgenas, fosfolipases secretoras, e 0 contetido catiénico (Teixeira et al., 2003; Zamuner et
al., 2005; Zychar et al., 2010).

Portanto, miotoxinas sdo componentes do veneno que podem afetar células da
musculatura esquelética, causando citotoxicidade e induzindo diversas altera¢6es patologicas
(figura 3), como por exemplo: hipercontracdo de miofilamentos e inchaco mitocondrial;

formacéo de lesdes-delta (areas caracteristicas de degeneracdo que se localizam na periferia



de fibras musculares); ruptura de membranas plasmaticas, mitocondriais e também de
membranas intracelulares (reticulo sarcoplasmatico); picnose de nucleos. Sob essa 6tica, as
miotoxinas fosfolipasicas A, sdo polipeptideos de cadeia unica que hidrolisam fosfolipideos
da membrana, levando a despolarizacdo da fibra muscular e degradacao celular (Gutiérrez &
Ownby, 2003; Harris, 2003; Villalobos et al., 2007).

Miotoxinas PLA,

Y

Ligagdo a aceptores na membrana plasmatica, seguido de ruptura da membrana

Y

| Perda de controle da permeabilidade |

Ian(L:J:g de | Perda de gradientes iénicos | Efluxo de Internalizagdo
moléculas de miotoxinas
/ l \ citossolicas PLA,
Ativacdo de Sobrecargade
\l( calpainas Ca? Ativagio de
— mitocondrial PLA,s celulares
Dano mecanico da l
membrana \L \l,
Plasmética H|drol|s'.e de Inchago mitocondrial, Hidrélise fosfolipidica posterior
proteinas ) densidades floculantes, em membranas (membrana
chave/gstrultgram formacao de hidroxiapatita, plasmatica, RS, mitocondria)
(desmina titina) rompimento das cristas
l’ Hidrdlise generalizada de Chegada de células
Desorganizagdo sarcomeérica proteinas miofibrilares <« inflamatérias
e perda da linha Z (actina, miosina) e remogdo
de detritos celulares

Figura 3. Sequéncia hipotética de eventos degenerativos em células musculares esqueléticas
(Retirado de Gutiérrez & Ownby, 2003)

1.2.2 Outros componentes do veneno

Acredita-se que a acdo proteolitica das metaloproteinases do veneno de serpentes
(SVMPs) seja responsavel pela hemorragia local (hemorragia per rhexis e hemorragia por
diapedese), e a inflamacéo local resulta da contracdo endotelial celular e da ampliagdo das



juncdes intercelulares de vénulas, facilitando o extravasamento. Em células endoteliais em
cultura, como mostrado na figura 4, as SVMPs podem: hidrolisar os componentes da matriz
extracelular (através de uma clivagem pro-sequéncia que leva a ativacdo enzimatica),
particularmente aqueles que formam a membrana basal, que circunda células endoteliais nos
capilares e vénulas; clivar proteinas da MEC; clivar integrinas e caderinas, envolvidas na
adesdo célula-célula e célula-matrix; além disso, sequéncias presentes nos dominios
desintegrina-like e de cisteina podem interagir com integrinas por um mecanismo n&o
enzimatico. Como consequéncia dessas acdes, ocorre uma perda de interacdes célula-célula e
célula-matrix, afetando miofilamentos de actina do citoesqueleto, causando desorganizagdo
de fibras, podendo acarretar em morte celular por apoptose (Gutiérrez et al., 2005; Gutiérrez
et al., 2007). Essas SVMPs também podem causar miotoxicidade,através de um mecanismo
indireto relacionado a isquemia secundaria ao rompimento da microvasculatura e interrupcao
do fluxo sanguineo; levar a formacdo de bolhas e dermonecrose, devido & hidrolise de
proteinas da juncdo dermo-epidérmica; provocar subsequente agregacdo plaquetaria e
ativacdo da cascata de coagulacdo, podendo complicar a disseminacdo da coagulacédo
intravascular (Kawano et al., 2002; Gutiérrez & Ownby, 2003; Gallager et al., 2005;
Gutiérrez et al., 2007).

A hialuronidase também é uma enzima presente no veneno que pode degradar a

MEC, contribuindo para o espalhamento do veneno (Gutiérrez et al., 2007).

Células endoteliais em cultura

D<7// 71N\

Clivagemde proteinas
da matrix extracelular

Clivagem de integrinas
e caderinas

Interferéncia ndo-enzimatica
dainteracdo integrina-MEC
(P-11l SVMPs)

Figura 4. Ac¢des diversas de metaloproteinases sobre células endoteliais (retirado de Gutiérrez et
al., 2005).



O veneno de B. jararaca contém: ativadores de fator Il e fator X, e enzimas do
género trombina (serina proteases) que estdo relacionados com a faléncia de 6rgdos e a
coagulopatia de consumo; e fator ativador de plaquetas (botrocetina), que pode induzir
trombocitopenia (Kawano et al., 2002). As serina proteases atuam diretamente no
fibrinogénio, participando dessa forma de disturbios da coagulacdo, podem causar distdrbios
na pressdo sanguinea devido & producdo sistémica de bradicinina (prolonga o efeito
hipotensor, ao inativar a dipeptidase peptidica que destréi a bradicinina e converte
angiotensina | em Il — descoberta que resultou na sintese do captopril), ndo contribuem
significativamente para processos inflamatérios (Warrell, 2010; Zychar et al., 2010).

Portanto, as SVMPs e as PLA, possuem envolvimento com a nocicepgdo e com 0
processo inflamatdrio (maior importancia das SVMPs), diferentemente das serina proteases,

que parecem ndo contribuir para esses efeitos patoldgicos (Zychar et al., 2010).

1.3 Musculo esquelético e acidentes ofidicos

Um dos principais tecidos afetados pelo empegonhamento € o musculo estriado
esquelético. Este é caracterizado pela presenca de fibras, células polinucleadas envoltas por
membrana plasmatica (sarcolema), que contém organelas celulares e miofibrilas, cujas
proteinas constituintes organizadas longitudinalmente formam os sarcémeros, unidades
contrateis da fibra. O musculo é envolvido por tecido conjuntivo, que possui as seguintes
camadas: endomisio (presenca de capilares); perimisio, que envolve os fasciculos (grupos de
fibras); epimisio (camada mais externa) (Mebs & Ownby, 1990).

O musculo extensor digitorum longus (EDL) é um musculo esquelético de contracéo
rapida, que contém um grande numero de fibras pobres em mitocéndrias, predominando
fibras glicoliticas tipo 11B, sendo pouco resistentes a fadiga. Esse tipo de fibra muscular é
caracterizado por répida atividade ATPa4sica e captacdo de Ca®* do reticulo sarcoplasmético,
baixa capacidade oxidativa e alta capacidade glicolitica. (Fuchs, 1989; Melo & Ownby,
1996; Mendler et al., 1998). Cabe destacar que, para efeito de comparacdo, fibras de
contracdo lenta (fibras tipo I) apresentam maior resisténcia a fadiga devido a alta atividade de
enzimas oxidativas e a seu maior volume mitocondrial, e diferencas na velocidade de
contracdo existem principalmente devido a diferencas nas isoformas de miosina (Baylor &
Hollingworth, 2012).
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1.3.1 Degeneracao e regeneracao do musculo esquelético

A entrada dos componentes do veneno nos tecidos (mostrado na figura 6) leva a
alteragdes patoldgicas que desencadeiam uma resposta inflamatéria associada com a sintese e
liberacdo de mediadores que podem levar a formacéo de edema e a dor, e ao recrutamento de
células inflamatérias (como neutréfilos, primeiros a chegar, seguidos posteriormente por
macrdfagos), podendo desencadear regeneracdo e reparacdo tecidual ou posterior dano
tecidual. Dependendo da concentragdo das toxinas, as PLA, e as SVMPs podem estimular
fibroblastos e macrofagos a expressarem um conjunto complexo de respostas celulares
associadas com o aumento de genes envolvidos na inflamacgéo e apoptose em fibroblastos
(Gutiérrez et al., 2007). As celulas afetadas podem entrar em apoptose através de diferentes
mecanismos como, por exemplo, a ativacdo da via das caspases mediadas por calpainas, e a
formacdo de um poro de transicdo permeédvel na membrana da mitocéndria, em decorréncia
do aumento da [Ca**]; (Gutiérrez & Ownby, 2003).

Outro efeito gerado pelo aumento da [Ca®*]; sarcoplasmatico na fibra muscular é o
estimulo da via da calcineurina (uma fosfatase Ca®*-calmodulina dependente de serina-
treonina), que por sua vez desfosforila o fator nuclear de células T ativadas (NFAT), que
entra no nucleo e estimula a transcricdo do gene interleucina-4 (IL-4); desse modo, a IL-4
liga-se a receptores nos mioblastos, gerando o amadurecimento em miotubos e fibras jovens.
(Zador et al., 2011)

O veneno viperideo produz um aumento de fatores pré-inflamatérios: 6xido nitrico,
fator necrético tumoral-a, interferon gama, interleucina 1p, interleucina-6. Esses fatores
favorecem o influxo do infiltrado inflamatorio polimorfonuclear de leucécitos, com a
chegada de neutrofilos e posteriormente de macrofagos no local de acdo do veneno,
resultando na destruicdo do tecido local. Segundo alguns pesquisadores, existe a
possibilidade de que a migracdo de leucdcitos ocorra através de uma via mediada por PLA,
no gue tange ao veneno de B. lanceolatus. (Gallager et al., 2005)

A regeneracdo do musculo esquelético ocorre através da ativacdo e diferenciacdo de
células satelites miogénicas (localizadas entre a membrana plasmatica e a lamina basal), e
tem inicio cerca de 6-12 h apds o dano, além de ser dependente de a¢des de muitas células e
fatores de crescimento. As PLA, tém acdo quimiotatica, favorecendo tanto invasdo de
macrofagos quanto ativacdo das celulas satélites, que podem migrar de areas ndo afetadas das

fibras musculares para regides com dano. Desse modo, a fusdo de células acarreta na
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formacao de fibras multinucleadas, e por volta de 7 dias ocorre a reconstrucéo do sarcomero,
tendo em vista a organizacao total das proteinas contrateis actina e miosina. Nesse contexto,
insere-se também a necessidade de uma eficiéncia na circulagédo local para uma regeneracao
total do masculo, que sofre um atraso em decorréncia da ruptura da microvasculatura local
pela acdo de metaloproteinases hemorrégicas (Harris, 2003; Gutiérrez et al., 2007).

Um aspecto importante presente durante o processo de lesdo muscular é a formagao
de radicais livres. Os radicais livres, especialmente as espécies reativas de oxigénio,
provocam estresse oxidativo e afetam as funcGes celulares (e.g., causando sobrecarga na
[Ca?*]i; Kaneko et al., 1994), alterando o estado redox de proteinas com consequente inibicdo
da atividade de diversas enzimas. De fato, sabe-se que tidis (-SH) no estado reduzido séo
fundamentais para a atividade catalitica de ATPases (Schoot et al., 1978). Apesar da geracédo
de radicais livres ter sido caracterizada em diversos tipos de lesdo muscular esquelética, isso
ainda foi muito pouco explorado no modelo de degeneracdo por miotoxinas ofidicas
(Vignaud et al., 2005), ndo havendo estudos sobre o seu efeito em enzimas.

VENENO

SVMPs Hialuronidases

PLA,s outros componentes
Replicagdo celular  ———> Reparacdo tecidual e
. regenera¢ao
Tecido muscular
Células musculares T
microvasos
Células residentes —>  Ativagdo de células
MEC residentes

|

Sintese e liberaco de Recrutamento de células

mediadores inflamatorios e inflamatérias

/ fatores de crescimento \l,
Efeitos Necrose ‘L

patolégicos Hemorragia Dano tecidual
diretos Degradacdo da MEC Edema posterior

Dor

Figura 5. Eventos associados ao processo de degeneracdo/regeneracdo induzidos por venenos
(Gutiérrez et al, 2007)
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1.4 Homeostasia intracelular do ion célcio

Como exposto, o controle intracelular do fon Ca**, essencial para o funcionamento do
musculo esquelético, é afetado durante a degeneracgéo e regeneracdo muscular induzidas pelo
Veneno e seus componentes miotdxicos. Os sistemas responsaveis por essa modulacéo serdo

detalhados a seguir.

Sarcolemma T-tubulus
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Figura 6. Papel da Ca?*-ATPase SERCA e Na',K*-ATPase no controle da concentracdo de Ca**
muscular. Esquema que representa proteinas que controlam a homeostasia do calcio.Apds o potencial
de acfio muscular ha a abertura de canais de Ca*" do tipo L (sensiveis & diidropiridina, DHPR)
resultando em rapido influxo de Ca*" que promove a abertura dos canais de Ca** sarcoplasmaticos
sensiveis a rianodina (RYR). A grande mobilizacdo de Ca?* do reticulo permite o deslizamento dos
miofilamentos de miosina e actina, ou seja, contragdo muscular. A Ca®*-ATPase de reticulo
sarco/endoplasmatico (SERCA) é a principal via de reducfo da concentracdo de Ca?* intracelular
([Ca®*]i)e enriquecimento do estoque reticular, com consequente relaxamento muscular. A Na*,K*-
ATPase (NKA), isoformas al e a2, sdo a for¢a motriz para a atividade do trocador Na*/Ca®* (NCX),
que também contribui para a reducdo da [Ca®"]; pela extrusdo de Ca®*. (Quintas, L.E.M.)



13

O fon Ca** desempenha um papel fundamental como mensageiro em células
eucaridticas, participando de diversos eventos ligados a sobrevivéncia ou a morte celular. O
estimulo celular gerado por diferentes agentes pode promover o aumento de Ca*" livre no
citoplasma, o que provoca uma resposta celular que é dependente da via/origem do fluxo de
Ca?* na célula, da amplitude e da frequéncia do aumento de Ca*" e também do sitio de acéo
(Rasmussen & Barret, 1984; Mauger et al., 1985; Putney, 1998). O equilibrio dindmico entre
os sistemas de transporte de Ca®* proporciona a homeostasia intracelular desse fon, sendo
grande parte promovida pela Ca**-ATPase de reticulo sarco-endoplasmético (SERCA) e
Na* K*-ATPase (Figura 6).

A entrada de Ca®* na célula pode ocorrer através da acdo de: 1) Canais de Ca*
acoplados a receptores (ROCs), ativados por neurotransmissores como glutamato e ATP
(agonistas); 2) canais de Ca*" sensiveis & voltagem (VOCs), que podem ser encontrados em
células excitaveis; 3) canais de Ca®* regulados pelo estoque intracelular (SOCs), cuja
abertura ocorre em decorréncia do esvaziamento do estoque (Mori et al., 1993; Berridge et
al., 1999; Berridge et al., 2000).

Ele pode ser liberado dos reservatorios intracelulares através de canais sensiveis a
rianodina (RyR) e ao inositol-1,4,5-trifosfato (IP3R), que também s&o sensiveis a esse ion,
podendo ocorrer o processo chamado “Ca®" libera Ca?"”, como consequéncia de um pequeno
aumento em sua concentracdo. Cabe destacar que em maiores concentra¢es ocorre inibicdo
da liberacdo de Ca®* (Bootman & Berridge, 1995). Apds a liberacéo desse fon do reticulo
sarcoplasmatico, ele se liga a troponina C, mudando a conformacéo do complexo troponina-
tropomiosina, com isso, os locais ativos dos filamentos de actina ndo estdo mais inibidos, de
modo que a miosina possa interagir com a actina, ocorrendo a contracdo. Quando a
concentracdo do Ca®* diminui, ele se dissocia da troponina e, assim, a contragdo também
diminui. (Martonosi & Pikula, 2003; Baylor & Hollingworth, 2012)

A mitocondria pode acumular Ca** através do uniporter de Ca®*, um canal que é
aberto quando as concentragdes citoplasmaticas de Ca”* estio elevadas, sendo modulado pelo
fosfato inorganico, ATP e Mg**. Porém, no processo de regulacdo do Ca*" intracelular, essa
organela possui um papel secundario. A ativacdo da sintese mitocondrial de ATP ocorre
juntamente com a contragdo muscular produzida pelo Ca* intracelular e com outros eventos
celulares dependentes de ATP (Martonosi & Pikula, 2003).

A mediacdo da resposta celular conta com a participagdo de certas proteinas que sao

importantes para sinalizacdo celular como, por exemplo, as proteinas ligadoras de Ca?*, que
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podem agir como reguladoras da expressdo genética (como as proteinas ligadoras do nucleo),
participar da demanda fisioldgica celular devido a seu envolvimento na producdo de energia
(enzimas sensiveis ao Ca®*, como as desidrogenases mitocondriais e fosforilases cinases), ou
reguladores da atividade de enzimas como a SERCA (por exemplo, calmodulina; Rodriguez
et al., no prelo) e a actomiosina (regulada pela troponina) e proteinas cinases Ca*'-
dependentes. Dentro do reticulo sarcoplasmatico, a calsequestrina age como um tampéao de
Ca’* na cisterna terminal, a calreticulina e calnexina atuam como chaperonas no
enovelamento proteico (Berridge et al., 2000; Chin & Means, 2000; Martonosi & Pikula,
2003).

O transporte ativo constante do Ca®* e a baixa permeabilidade da membrana a esse fon
s30 importantes para a manutencdo da homeostasia de Ca?*. O sinal intracelular, tido como
um pico de Ca®* ou chamado de transiente de Ca®* (pode atingir até 1 uM), caracteriza um
aumento na quantidade de Ca®* livre citoplasmatico. (Putney, 1998; Thomas et al., 1996;
Chin & Means, 2000).

Existem diferentes tipos de sinalizacdo de Ca®*, denominadas: “Blip” (relacionadas ao
receptor de IP3) e “Quark” (relacionada ao receptor de Ryanodina) que sdo aberturas de
canais de Ca®* decorrentes de pequenos estimulos; “Puff” (relacionadas ao IP3R) e “Spark”
(relacionada ao RyR), originadas por estimulos mais intensos; “Waves”, sdo ondas de Ca?
intracelulares, decorrentes do processo “Ca”* libera Ca®*”, que podem atravessar jungdes em
alguns tecidos. (Bootman & Berridge, 1995; Berridge et al, 2000)

Atualmente, considera-se o distirbio do controle da [Ca®']; como um evento
patogénico central resultante da acdo miotdxica de venenos ofidicos, iniciando um processo
em cascata que leva a degeneragdo muscular, tendo assim sido proposto como o principal

foco atual de estudo desse campo de pesquisa (Montecucco et al., 2008).
1.5 ATPases do tipo P envolvidas no processo

As ATPases do tipo P constituem uma superfamilia que catalisa a hidrolise do ATP
para transportar cations contra seus gradientes eletroquimicos, sendo, em outras palavras,
responsaveis pelo transporte ativo de H*, Na*, K*, Ca**, Mg®*, Cu?*, Zn®*, Cd** através das
membranas celulares. Exemplos dessa familia, caracterizada pela conservagdo temporaria da

energia do ATP na forma de um intermediario fosforilado da enzima (E-P), sdo a Na'/K"-
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ATPase e Ca®*-ATPases. (Blanco & Mercer, 1998; Brini & Carafoli, 2009; Yatime et al.,
2009; Figura 7).
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Figura 7. Esquema Post-Albers para o ciclo catalitico geral de transporte ibnico das ATPases do
tipo P. Durante a hidrélise de ATP e transporte de ions, podem ocorrer os seguintes estados
conformacionais da enzima: (E1) — estado conformacional de alta afinidade pelo ion; (E2) — estado
conformacional de baixa afinidade pelo ion (retirado de Kuhlbrandt, 2004).

1.5.1 Na'/K -ATPase e isoformas

A Na'/K'-ATPase, ou bomba de Na’, é uma proteina localizada na membrana
plasmatica que mantém baixa a proporcéo intracelular de Na*/K* por transportar 3 ions Na*
para fora da célula em troca de 2 jons K*. Dessa forma, mantém o equilibrio osmotico, o
potencial de repouso da membrana, as propriedades excitatorias de células nervosas e
musculares, e um sistema de transporte secundario que medeia a translocacao de outros ions
(por exemplo, Ca?"), substratos (aminoacidos e glicose) e neurotransmissores através da
membrana (Blanco & Mercer, 1998). Ela pertence ao subgrupo IIC da familia das ATPases.
As propriedades cataliticas e de transporte da enzima estdo associadas a subunidade o, uma
proteina com 10 dominios transmembranares, que contém sitios de ligacdo para o ATP,
cations e para inibidores especificos classicamente conhecidos como esteroides cardiotdnicos
(p.ex., digoxina e ouabaina). A subunidade B tem fun¢do regulatéria, sendo essencial para
atividade normal da enzima, podendo estar envolvida na modulacéo da afinidade por Na* e

K*; além disso, ela pode agir como uma chaperona, favorecendo o ancoramento do peptideo-
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o na membrana. E interessante ressaltar que existe uma intima relagdo entre a atividade da
Na* K*-ATPase e a [Ca*'];. A inibicdo enzimatica resulta no aumento dessa concentragao por
reducdo da atividade do trocador Na*/Ca?* (NCX), sendo, portanto, a Na* K*-ATPase um
ator importante na homeostasia da [Ca®*]i. (Blanco & Mercer, 1998; Mobasheri et al, 2000).
O NCX (localizado na membrana plasmética) catalisa a entrada de 3 ions Na* pela saida de 1
fon Ca®*, e essa troca depende da acdo do gradiente de Na* gerado pela Na‘/K*-ATPase
(Martonosi & Pikula, 2003).

Existem 4 isoformas para a subunidade o e 3 isoformas para a B: al e Bl sdo
encontradas em todas as células; a2 estd presente no sistema nervoso, adipécitos e regula a
contratilidade do musculo liso, musculo cardiaco e esquelético; a3 em neurdnios; a4 somente
em testiculos, mais especificamente nos espermatozoides; B2 ¢ expressa em tecidos nervosos,
glandula pineal e no musculo esquelético; B3 nos pulmdes, figado, retina, musculo

esquelético e testiculos. (Blanco & Mercer, 1998; Tokhtaeva et al, 2012)
1.5.2 Ca®*-ATPases

As Ca**-ATPases, ou bombas de Ca®*, também sdo proteinas integrais de membrana
responsaveis pelo controle das vias de Ca?* reduzindo rapidamente a [Ca®']i. Elas estdo
localizadas na membrana do reticulo sarco-endoplasmatico (SERCA), no complexo de Golgi
(SPCA) e na membrana plasmaética (PMCA), sendo do subgrupo IlA (SERCA e SPCA) e
11B (PMCA) da grande familia das ATPases. Dentre elas, as Ca®*-ATPases do tipo SERCA
s8o essenciais para 0 processo de relaxamento muscular, sendo portanto melhor descritas a
sequir.

Nas células musculares esqueléticas o principal agente que controla a [Ca*]; é a
SERCA, que transporta 2 fons Ca** por ATP hidrolisado em contra-transporte ao H*, atuando
na remogdo de Ca*" do citosol apds o processo contratil e manutencio de baixas [Ca®'];
basais durante o periodo de repouso, sendo importante para o processo de relaxamento das
fibras musculares. A SERCA possui diferentes isoformas, apresentando 10 dominios
transmembranares com cerca de 110 kDa, e diferem nos dominios catalitico e na regido C-
terminal: SERCAla e SERCA1b, ambas expressas de modo predominante em musculos
esqueléticos de contracdo rapida, adultos e fetais/neonatais, respectivamente; SERCAZ2a,
proteina caracteristica da musculatura cardiaca, lisa e esquelética de contracdo lenta, e

SERCAZ2b, onipresente, encontradas em baixos niveis em masculos de contracdo lenta; e,
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SERCAS3, encontradas em um numero limitado em células ndo-musculares (plaquetas,
endoteliais, linféides e mastdcitos) (Zador et al, 1996; Mendler et al., 1998; Zador &
Wuytack, 2003; Brini & Carafoli, 2009; Periasamy & Huke, 2001; Prasad et al., 2004; De
Luca et al., 1998; Lytton et al., 1992). Além disso, é importante destacar que o pH pode
afetar a afinidade dessas isoformas pelo Ca?*, tomando-se como exemplo o fato de que a
acidificacdo do meio diminui a afinidade pelo ion, diminuindo a velocidade maxima de
hidrélise e de captacdo de Ca®* nas isoformas (Wolosher et al., 1997).

A SERCA pode ser regulada pela acdo do fosfolamban, que interage reversivelmente
com ela, de modo que o Ca®* é sequestrado mais rapidamente pelo reticulo, ocorrendo como
desdobramento disso o relaxamento mais rapido do musculo. Nesse panorama, a forma
desfosforilada do fosfolamban inibe a atividade de SERCA, enquanto a forma fosforilada
(estimulada pela acdo da proteina cinase dependente de AMPc - PKA) promove uma
alteracdo na estrutura de SERCA para a forma ativa com maior facilidade. Opondo-se a isso,
a sarcolipina (proteina enddgena encontrada no reticulo sarcoplasmatico) pode diminuir a
afinidade da SERCA pelo fon Ca?, inibindo sua atividade enzimatica (Koss & Kranias,
1996; Marin et al., 1999; Vanghluwe et al., 2005). Outro inibidor seletivo de SERCA ¢ a
tapsigargina (Zador et al., 2011).

Recentemente, mostramos que a administracdo perimuscular do veneno bruto de B.
jararacussu na pata posterior de camundongos (Schaffazick et al., 2010) produz como
resposta imediata no musculo Extensor digitorum longus (musculo esquelético que contem

fibras glicoliticas rapidas do tipo Il) (Gutiérrez & Ownby, 2003):

v’ diminuicdo da expressdo protéica da isoforma majoritaria de Ca®*-ATPase SERCAL e da
atividade Ca?*-ATPésica total
v aumento da expressio da isoforma minoritaria SERCA2 e da isoforma ol da Na'/K'-
ATPase. Um perfil semelhante foi seguido pela isoforma o2 da Na'/K*-ATPase
v'In vitro, a atividade Ca*-ATPasica, mas ndo Na'/K'-ATPésica, foi inibida de modo
concentracdo-dependente pelo veneno.
Nesse panorama, sugerimos que durante o processo degenerativo os componentes do
veneno teriam a capacidade de penetrar no miécito e inibir diretamente a atividade Ca?*-

ATPasica do reticulo sarcoplasmatico, além de causar protedlise de SERCA1L, possivelmente
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intensificando o comprometimento do controle da [Ca®]i. As alteraces de expressao
observadas para SERCA2 e Na'/K'-ATPase poderiam ser uma tentativa de compensacio
(Schaffazick et al., 2010). Entretanto, ainda ndo se sabe quais componentes do veneno séo
responsaveis por esses efeitos, o que é de grande importancia na determinacdo de alvos

moleculares que possam ser neutralizados terapeuticamente.
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2. OBJETIVO

Este trabalho tem o proposito de estudar a acdo das miotoxinas BthTXI e BthTXII
(isoladas e associadas), através da observacdo de seus efeitos nas ATPases de transporte
idnico SERCA e Na'/K'-ATPase e em suas isoformas durante o processo de
necrose/regeneragdo do EDL de camundongos. Também serd avaliada a capacidade dessas

miotoxinas afetarem a atividade de tais ATPases in vitro..

Objetivos Especificos

1. Avaliagdo da expressdo protéica das isoformas ol e o2 da Na'/K'-ATPase e
SERCAL e SERCAZ2 através de Western blot nas preparacdes de EDL exposto as
miotoxinas;

2. Avaliacdo da atividade Na*/K*-ATPésica e Ca®*-ATPasica por espectrofotometria nas
preparacdes de EDL exposto as miotoxinas;

3. Avaliacdo da acdo das miotoxinas in vitro sobre a atividade Na'/K*-ATPésica e Ca**-

ATPasica de preparagdes membranares ricas nessas enzimas.
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3. MATERIAIS E METODOLOGIA

3.1 Reagentes

Da firma Sigma Chemical Company (EUA) foram obtidos o ATP, o Ponceau S. Os
reagentes utilizados na eletroforese e Western blot foram adquiridos da Bioagency (Brasil). O
sistema de quimiluminescéncia Supersignal West Pico e o filme radiografico CL-Xposure
foram adquirido da Pierce (EUA), a albumina da Merck (EUA) e o leite Molico® desnatado
da Nestlé do Brasil. As solucdes de revelacdo e fixacdo foram obtidas da empresa Kodak
(EUA).

As miotoxinas BthTX | e BthTX Il foram cedidas pela Professora Adélia Cintra
(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP- Ribeirdo Preto).

Os anticorpos foram provenientes das firmas EMD Millipore e Santa Cruz

Biotechnology (EUA) - anti-Na'/K"-ATPase a;; Upstate Biotechnology (EUA) - anti-Na'/K"-
ATPase ay; Calbiochem-Novabiochem (EUA) - anti-SERCAL e 2; Santa Cruz Biotechnology
- anticorpos secundarios anti-coelho ou anti-camundongo.
Solucdes de Ca" utilizadas nos experimentos de atividade Ca®*-ATPésica foram calculadas
de acordo com a concentragdo de Ca*" livre desejada no meio de incubagdo, utilizando-se
EGTA como agente quelante, e foi calculada segundo as constantes de Orentlincher para
CaEGTA e MgEGTA, com o auxilio do Software Mcalc (Fabiato & Fabiato, 1979).

3.2 Administragdo das miotoxinas

A figura 8 mostra 0s grupos experimentais e tratamento dos camundongos suicos
albinos machos e fémeas adultos, pesando entre 25 + 5 g que foram divididos aleatoriamente
em 4 grupos, com 3 animais cada: Controle, BthTXI, BthTXII e BthTXI+Il. Apds anestesia,
0s grupos BthTXI, BthTXIl e BthTXI+Il receberam injecdo perimuscular das respectivas
toxinas na pata direita (1 ng/g em 50 ul de solucdo salina fisiologica — PSS — para BthTXI e
BthTXIl ou 1 ug/g de cada toxina em 50 ul de PSS para BthTXI+Il), onde a solugéo foi
administrada de forma que banhasse o mdsculo externamente (administracdo pela via

perimuscular, como observado na figura 9), ndo ocorrendo lesdo mecanica (Schaffazick et
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al., 2010). Cabe destacar que utilizamos 1ug/g das miotoxinas, pois esta foi a concentracao

de veneno bruto testada em EDL de camundongos nos experimentos conduzidos por

Schaffazick et al., 2010. O grupo controle recebeu somente a injecdo de PSS na pata direita

(50 pl). Essa etapa foi realizada no Laboratério de Farmacologia das Toxinas e Substancias

Antagonistas, pelo Dr. Marcelo Amorim. A metodologia empregada foi aprovada pela
Comissdo de FEtica com Uso de Animais do CCS, UFRJ (CEUA-CCS, protocol

DFBCICB022).

[

Grupo Controle
(3 animais)

l Camundongos suicos 2515 g |

Grupo BthTX-I
(3 animais)

Grupo BthTX-II
(3 animais)

Injecdo perimuscular
de 50 pL de solugao
salina-PSS

Injecdo perimuscular
1 pg/g de BthTX-l em
50 pL PSS

Inje¢do perimuscular
1 pg/g de BthTX-ll em
50 pL PSS

Grupo BthTX-I
+ BthTX-Il
(3 animais)

Apds 1, 3,7 e 21 dias
Dissecagao do EDL
Homogeneizado tecidual

Injecao
perimuscular

1 ug/g de BthTX-I +
1 pg/g de BthTX-II
em

50 pL PSS

Figura 8. Esquema representativo da administragéo das miotoxinas.
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Figura 9. Corte transversal da pata de camundongo. Mdsculos E = extensor digitorum longus, T=
tiabialis, S = soleus. A referéncia para colocar a agulha ¢ a tibia (retirada de Calvo et al, 2001).

3.3 Preparacao do Musculo Extensor Digitorum Longus (EDL)

Conforme descrito por Schaffazick e colaboradores (2010), em intervalos de 1, 3, 7 e
21 dias apos a injecdo das toxinas, os camundongos foram sacrificados por exposicao etérea.
Os musculos EDL foram dissecados, secos com papel de filtro, pesados (aproximadamente
10 mg) e armazenados a -70°C. Pelo fato do EDL de camundongo ser muito pequeno, as
prepracOes eram limitadas; desse modo, foi necessario um grande nimero de animais para
realizarmos os experimentos (para obtengdo de um “n” sdo necessarios 3 musculos EDL).
Para a preparacdo membranar, os musculos foram cortados em pequenos pedacos e
homogeneizados em 1,5 mL de meio de homogeneizagdo (na propor¢édo de 1 g de EDL para
8 mL de meio de homogeneizacdo) contendo: sacarose 250 mM, Tris 5 mM, ditiotreitol
(DTT) 2 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 0,2 mM, antipaina 2 pg/ml, aprotinina
5 pg/ml, &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM (pH 7,3-7,4). A homogeneizagao
foi realizada com Ultraturrax na velocidade de 25.000 rpm (3 vezes de 30 segundos, com 20
segundos de intervalo entre as homogeneizacdes) e os homogeneizados foram submetidos a
uma centrifugacdo de 108.000 g/1 h. Descartado todo o sobrenadante, o precipitado restante

foi ressuspenso em mesmo meio sem DTT e armazenado em criotubos a -70°C (Figura 10).
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Musculo extensor digitorum longus
(camundongos)

Fracionamento dos tecidos (10 mg)

l

Meio de Homogeneizagao (1,5 mL)
(sacarose 250 mM, Tris 5 mM, DTT 2 mM, PMSF 0,2 mM,
antipaina 2 pg/ml, aprotinina 5 ug/ml, EDTA 1 mM, pH 7,3-

7.4)
l

Homogeneizagao em Ultraturrax 25.000 rpm (3 vezes de 30
segundos, com 20 segundos de intervalo entre as homogeneizagdes)

|

Ultracentrifugagao 108.000 x g/1h

l

Ressuspensao
(sacarose 250 mM, Tris 5 mM, PMSF 0,2 mM, antipaina 2 pg/ml,
aprotinina 5 pg/ml, EDTA1 mM, pH 7,3-7,4)

Figura 10. Esquema representativo da preparacdo de EDL de camundongos utilizada nos
experimentos.

3.4 Dosagem de proteina

O conteudo de proteina das preparacdes de homogeneizado de EDL foi determinado
através do método de Lowry miniaturizado (em microplaca) usando-se albumina sérica
bovina como padrdo. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de placa (Tecan, EUA)
e o teor de proteina das amostras foi expresso em mg de proteina/mL, estimado pela equacgéo

da reta de regressao linear dos padrdes.
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3.5 Ensaio de SDS-PAGE e Western Blot

Para avaliacdo da expressdo proteica das ATPases que sdo objeto desse estudo, as
amostras contendo 20 ug de proteina foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 10%, com amperagem constante de 40 mA; em seguida,
transferidas por 1 h para papel de nitrocelulose, com a voltagem constante de 90 V. Apds
incubacdo por 1 h em leite em p6 desnatado (5 %) diluido em tampdo Tris-salina contendo
0,1% de Tween 20 (TTBS), as membranas foram lavadas com TTBS e incubadas por 1 h em
temperatura ambiente ou overnight a 4°C, com anticorpos primarios monoclonais especificos
para as isoformas al ou 02 da Na'/K'-ATPase ou SERCAL ou 2 (dilui¢des 1:1000). Apos
lavagens com TTBS, as membranas foram incubadas por mais 1 h com anticorpos
secundarios anti-lgG de camundongo ou de coelho (diluigdes 1:2000), em seguida, foi feita
novamente lavagens com TTBS (figura 11). Ap6s a rinsagem por 5 min com solucdo de
quimiluminescéncia, as imunomarcacbes na membrana foram detectadas através de
exposicdo com filme radiografico de alta sensibilidade (Schaffazick et al., 2010). A analise
densitométrica das bandas foi realizada pelo software Image J (NIH, EUA).

O controle de carregamento proteico foi realizado pela andlise densitométrica das raias
coradas com vermelho de Ponceau, conforme outros estudos (Barreto et al., 2010; Rezende
etal., 2013).

3.6 Ensaio de atividade Na'/K'-ATPasica e Ca’*-ATPasica

A atividade enzimatica para ambas ATPases foi realizada pelo método de Fiske &
Subbarow (1925), através da medida da quantidade de fosfato inorganico liberado pela
hidrolise enzimatica do ATP (em pmol Pi/mg proteina/h) utilizando meios de incubacdo

especificos (Schaffazick et al., 2010). Suscintamente:
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— Amostras de EDL (20 ug/slot)
- Separadas em gel de poliacrilamida 10%

Protein gel

Transferéncia para membrana de nitrocelulose

Westem blot

- Leite em po6 Molico 5% (1h)
- Anticorpos primarios: anti- a1 (1:1000)
(1h ou overnight) anti- a2 (1:1000)

¥
@ anti- SERCA1 (1:1000)
N anti- SERCA2 (1:1000)

Incubations and washes Anticorpos secundarios: anti-lgG de camundongos (1:2000)

Imunoreatividade detectada por quimioluminescéncia

Reosults

Figura 11. Modelo esquematico de ensaio de eletroforese e Western Blot.

3.6.1 Atividade Na'/K'-ATPésica e Ca**-ATPasica in vivo

A reacdo iniciou-se pela adicdo de proteina (10-25 pug de EDL de camundongos
tratados com as miotoxinas) em meio contendo, para a atividade Na'/K*-ATPasica, NaCl 84
mM, MgCl, 3 mM, ATPNa; 1,2 mM, EGTA 2,5 mM, azida 10 mM, tampao maleato-Tris 20
mM (37°C, pH 7,4), além de KCI 3 mM (atividade total) ou ouabaina 1 mM (atividade
ouabaina-resistente) e, para a atividade Ca*-ATPasica, EGTA 0,3 mM, NaN; 10 mM,
MgCl, 4 mM, KCI 60 mM, Tris-HEPES 50 mM (pH 7,4), ATPNa, 5 mM, na presenca
(atividade total) ou auséncia de Ca®* livre 10 uM (atividade bésica). A reacéo foi finalizada
pela adicdo da solucdo de Fiske e Subbarow gelada apds 1 h de incubacdo. A leitura da
reacio colorimétrica foi feita em espectrofotdmetro a 650 nm. A atividade especifica Na'/K"-
ATPasica foi obtida pela medida do valor referente a atividade ATPasica total subtraida do

valor da atividade inibida pela presenca de ouabaina. A atividade Ca®*-ATPésica (estimulada
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pelo Ca*") foi calculada subtraindo-se o valor de atividade medida na auséncia de Ca*

(atividade basal) do valor da atividade medida na presenca desse ion (atividade total).
3.6.2 Inibicdo da atividade Na'/K*-ATPasica e Ca**-ATPasica in vitro

Iniciou-se pela adigdo de proteina de preparacdes ricas em Na'/K*-ATPase (hemisfério
cerebral - isoformas al, 02 e a3 - e tecido renal - isoforma al - de rato) e Ca**-ATPase
(EDL de rato) no mesmo meio de incubagio utilizado para avaliagdo da atividade Na*/K*-
ATPasica e Ca**-ATPasica in vivo (como descrito acima), respectivamente. No entanto,
adicionou-se ao meio de incubacdo as miotoxinas isoladas ou associadas na concentragao de
40 pg/mL (atividade Na'/K*-ATPasica) ou de 0,1, 1,0 e 10,0 ug/mL (atividade Ca?-
ATPasica). A reacdo foi finalizada pela adicdo de 1 mL da solugdo de Fiske e Subbarow
gelada apdés 1 h de incubagdo. A leitura da reacdo colorimétrica foi feita em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de luz visivel de 650 nm. A atividade especifica
Na'/K*-ATPasica foi obtida pela medida do valor referente & atividade ATPasica total
subtraida do valor da atividade inibida pela presenca de ouabaina. A atividade Ca?'-
ATPésica (estimulada pelo Ca®") foi calculada subtraindo-se o valor de atividade medida na
auséncia de Ca®* (atividade basal) do valor da atividade medida na presenca desse ion
(atividade total).

3.7 Tratamento Estatistico

Os valores densitométricos das bandas nos ensaios de Western Blotting foram
agrupados e analisados no programa GraphPad Prism pelo teste ANOVA com um fator
(verificando a variacao geral), seguido do pos-teste de Tukey (verificando a variacdo entre 0s
grupos). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados
representam os resultados de pelo menos trés experimentos independentes e foram expressos
como média + erro padrdo da média (EPM). Para avaliacdo da atividade Ca®*-ATPasica e
Na'/K*-ATPasica in vitro foi utilizado o mesmo teste estatistico de t de Student,
apresentando significancia quando p < 0,05. Para atividade Ca®*-ATP&sica in vivo, foi

utilizado o teste ANOVA com um fator , seguido do pos-teste de Tukey, apresentando
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valores significativos quando p < 0,05, sendo apresentados na forma de média + EPM em

valores percentuais.
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4. RESULTADOS

Com o objetivo de comparar a acdo das miotoxinas isoladas e associadas com 0s
resultados publicados para o veneno bruto da serpente B. jararacussu (Schaffazick et al.,
2010), fizemos o Western blot da isoformas das ATPases do tipo P nos tempos 1, 3, 7 e 21
dias apds a injecdo perimuscular. Conforme a obtencdo dos dados, notamos que,
diferentemente do veneno bruto, poucas alteracdes foram evidentes durante os primeiros dias
de degeneracdo muscular e basicamente nenhuma modificacdo de expressdo proteica foi
observada nos experimentos preliminares com 7 e 21 dias. Dessa forma, focamos no estudo
das ATPases ao longo do periodo critico do processo degenerativo (1 e 3 dias) e que sdo

mostrados a seguir.

4.1 Ensaios de Western Blot para avaliacdo da expressao de proteinas

Com o objetivo de se avaliar o padrdo de expressdo de proteinas-alvo no EDL, foram
realizados ensaios de separagdo eletroforética das proteinas, seguido de imunomarcacdo com
anticorpos especificos dirigidos a cada uma das proteinas de interesse. Para nos assegurarmos
que ndo existem diferencas significativas de carregamento, nem possiveis falhas decorrentes
do procedimento de dosagem de proteinas, foi efetuada a incubacdo das membranas de
nitrocelulose em corante Rouge de Ponceau, ja demonstrado como método eficaz de controle
desses parametros (Romero-Calvo et al., 2010). Desse modo, ficou claro que em 1 (Fig. 12A)
e 3 dias (figura 12B) ndo ha diferencas significativas da quantidade de proteina total entre os

grupos.

4.2 Expressdo das isoformas SERCAL e 2 da Ca**-ATPase no musculo EDL 1 e 3 dias

apos injecao perimuscular das miotoxinas BthTX | e/ou BthTX I

A isoforma SERCAL é predominante no EDL e nosso grupo mostrou anteriormente
gue o veneno bruto promove uma diminuicéo significativa de sua expressao no periodo de 1 e
3 dias apos injetado (Schaffazick et al., 2010) .

Diferentemente, nos experimentos realizados no presente trabalho, observamos que as

miotoxinas BthTX I, BthTX Il e BthTX I+1l ndo foram capazes de promover modificag0es
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significativas na expressio dessa isoforma de Ca**-ATPase no perfodo de 1 dia (figura 13) e 3

dias (figura 14) po6s-injecao.
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Fig. 12. Analise densitométrica das raias de proteina na membrana de nitrocelulose apds as
etapas de eletrotransferéncia e incubacdo com corante Rouge de Ponceau. O grafico apresenta a
quantificacdo por densitometria dos diferentes grupos experimentais 1 (A) e 3 dias (B) ap6s a inducdo
de mionecrose pelas miotoxinas BthTX I (1 pg/g), BthTX II (1 pg/g) e BthTX I+II (1 pg/g de cada).
Os valores sdo a média + EPM de 3-7 amostras independentes. C = grupo controle. O mesmo
procedimento foi realizado em cada um dos experimentos realizados; ns — ndo significativo.

No musculo esquelético de contracdo rapida como o EDL, SERCA2 é uma isoforma
minoritéria, sendo ndo mais que 10% da populacéo total de SERCA em ratos e camundongos
quando analisado o RNAmM (Mendler et al., 1998; Vangheluwe et al., 2005). Os dados
publicados (Schaffazick et al., 2010) mostraram que 0 veneno bruto promove um aumento
significativo na expressdo da isoforma SERCA2, no periodo de 1 e 3 dias pos-injecéo,
provavelmente como uma tentativa de compensacdo pela diminuicdo da atividade Ca*-
ATPasica total.

Como apresentado nas figuras 15 e 16, as miotoxinas BthTX I, BthTX Il e BthTX 1+lI
ndo foram capazes de promover modificacBes significativas estatisticamente na expressao

dessa isoforma de Ca?*-ATPase no periodo de 1 e 3 dias, respectivamente.
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Figura 13. Expressdo da isoforma SERCAIL, 1 dia ap6s a inducdo de mionecrose pelas
miotoxinas BthTX I (1 pg/g), BthTX II (1 pg/g) e BthTX I+II (1 pg/g de cada). O Western blot
tipico mostra as bandas especificas imunomarcadas, ap6s adicdo do anticorpo primario (mouse anti-
SERCAL, dil. 1:1000) e do anticorpo secundario (anti-mouse, dil. 1:2000). O grafico apresenta a
quantificacdo por analise densitométrica da expressdo da isoforma SERCAL. Os valores sdo a média £
EPM de 5-7 amostras independentes. C = grupo controle.
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Figura 14. Expressdo da isoforma SERCAL, 3 dias ap6s a indug¢do de mionecrose pelas
miotoxinas BthTX | (1 pg/g), BthTX II (1 pg/g) e BthTX I+II (1 pg/g de cada). O Western blot
tipico mostra as bandas especificas imunomarcadas, ap6s adi¢cdo do anticorpo priméario (mouse anti-
SERCAL, dil. 1:1000) e do anticorpo secundario (anti-mouse, dil. 1:2000). O grafico apresenta a
quantificacdo por analise densitométrica da expressdo da isoforma SERCAL. Os valores sdo a média £
EPM de 3-6 amostras independentes. C = grupo controle.
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Figura 15. Expressdao da isoforma SERCA2, 1 dia ap6s a inducdo de mionecrose pelas
miotoxinas BthTX I (1 pg/g), BthTX II (1 pg/g) e BthTX I+II (1 pg/g de cada). O Western blot
tipico mostra as bandas especificas imunomarcadas, ap6s adi¢do do anticorpo primario (mouse anti-
SERCAZ2, dil. 1:1000) e do anticorpo secundario (anti-mouse, dil. 1:2000). O gréfico apresenta a
quantificacdo por analise densitométrica da expressdo da isoforma SERCA2. Os valores sdo a média +
EPM de 3-5 amostras independentes. C = grupo controle.
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Figura 16. Expressao da isoforma SERCAZ2, 3 dias ap6s a indu¢do de mionecrose pelas
miotoxinas BthTX | (1 pg/g), BthTX II (1 pg/g) e BthTX I+II (1 pg/g de cada). O Western blot
tipico mostra as bandas especificas imunomarcadas, ap6s adi¢cdo do anticorpo primario (mouse anti-
SERCA2, dil. 1:1000) e do anticorpo secundario (anti-mouse, dil. 1:2000). O gréafico apresenta a
quantificacdo por analise densitométrica da expressdo da isoforma SERCA2. Os valores sdo a média +
EPM de 3-7 amostras independentes. C = grupo controle.
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4.3 Efeito das miotoxinas BthTX I e/ou BthTX Il na atividade Ca®"-ATPasica in vivo

Nosso grupo demonstrou que 0 veneno bruto foi capaz de reduzir significativamente a
atividade Ca®*-ATP&sica do EDL, seguindo de certa forma o que foi observado para a
expressdo da isoforma predominante SERCAL (Schaffazick et al., 2010),

A figura 17 mostra que BthTX | parece elevar a atividade Ca**-ATPésica 1 dia ap6s a
injecdo enquanto BthTX Il parece ndo alterar a atividade. Por outro lado, as miotoxinas
associadas BthTX I+I1 inibiram significativamente a atividade Ca®*-ATPasica nesse periodo.

No 3° dia apds a injecdo, as miotoxinas isoladas e associadas ndo promoveram

modificacGes significativas na atividade Ca®*-ATPasica (figura 18).
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Figura 17. Atividade Ca**-ATPéasica 1 dia ap6s a induc&o de mionecrose pelas miotoxinas BthTX
I (1 pg/g), BthTX II (1 pg/g) e BthTX I+II (1 pg/g de cada). Os valores sdo média + EPM de (n)
amostras independentes. One way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey. * P<0,05 em relacdo a C
(grupo controle).
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Figura 18. Atividade Ca’*-ATPasica 3 dias apds a indugdo de mionecrose pelas miotoxinas
BthTX I (1 pg/g), BthTX II (1 pg/g) e BthTX I+II (1 pg/g de cada). Os valores sdo média + EPM
de 5-7 amostras independentes. C = grupo controle.

4.4 Efeito das miotoxinas BthTX I, BthTX Il e BthTX I+l na atividade Ca®*-ATPasica

in vitro

Com o intuito de verificarmos se a funcdo catalitica da Ca**-ATPase poderia ser
alterada diretamente na presenca das miotoxinas, realizamos ensaios para avaliacdo de
inibicdo enzimatica in vitro. Assim, utilizamos preparacdes de EDL de rato, ricas em Ca**-
ATPase de reticulo sarcoplasmatico (SERCA). Foram escolhidas as mesmas concentracfes
empregadas nos experimentos com veneno bruto (Schaffazick et al., 2010).

A figura 19 mostra que a BthTX | ndo foi capaz de promover inibicdo da atividade
Ca’*-ATPésica in vitro, mesmo em 10 pg/ml, concentracdo de veneno bruto que inibiu mais

de 90% da atividade enzimética (Schaffazick et al., 2010).
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Figura 19. Efeito de concentracdes crescentes de BthTX | sobre a atividade Ca*-ATPéasica em
preparagbes de EDL de rato in vitro. Os valores sdo média + EPM de 3 experimentos
independentes. C = grupo controle.

Por outro lado, BthTX 1l foi capaz de inibir de forma concentracdo-dependente a
atividade Ca?*-ATPésica nas concentragdes de 0,1, 1,0 e 10 pg/ml (figura 20). Isso mostra que
essa toxina é mais eficiente que o veneno bruto em inibir a atividade enzimatica, ja que a
menor concentracdo (0,1 pg/ml) de veneno bruto ndo foi capaz de inibir a atividade
(Schaffazick et al., 2010).

A figura 21 mostra que as miotoxinas associadas BthTX I+l (1:1) também inibiram
significativamente, de forma concentracdo-dependente, a atividade Ca®*-ATPasica em relacio
ao controle. No entanto, comparando os efeitos de BthTX Il e BthTX I+Il mostrados nas
figuras 20 e 21, ndo ha diferencas estatisticamente significativas entre elas (figura 22),

sugerindo a auséncia de potencializagdo aparente decorrente da associagao.
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Figura 20. Efeito de concentracdes crescentes de BthTX Il sobre a atividade Ca*-ATPéasica em
preparacgdes de EDL de rato in vitro. Os valores sdo média + EPM de 4 experimentos independentes.
One way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey. * P<0,05 em relacdo a C (grupo controle).
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Figura 21. Efeito de concentragdes crescentes de BthTX I+l sobre a atividade Ca*-ATPésica
em preparacbes de EDL de rato in vitro. Os valores sdo média = EPM de 3 experimentos
independentes. One way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey. * P<0,05 em relacdo a C (grupo

controle).
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Figura 22. Comparacdo dos efeitos de BthTX Il isolada e BthTX I+Il em diferentes
concentragdes e proporcdes sobre a atividade Ca**-ATPéasica em preparacdes de EDL de rato in
vitro. Os valores sdo média + EPM de 3-7 experimentos independentes. C = grupo controle.

4.5 Expressdo das isoformas al e 02 da Na'/K*-ATPase no muasculo EDL 1 e 3 dias apds

injecdo perimuscular das miotoxinas BthTX I, BthTX Il e BthTX I+11

A isoforma a2 da Na'/K'-ATPase é predominante na musculatura esquelética, e no
EDL murino sua densidade chega a quase 90% da Na*/K*-ATPase total (He et al., 2001). De
acordo com os resultados obtidos por Schaffazick e colaboradores (2010) com o veneno

bruto, observou-se uma tendéncia de aumento na expressdo dessa isoforma no periodo de 1 a
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3 dias apo6s sua injecdo, que foi atribuido como uma tentativa de compensacdo da possivel
elevacdo da [Ca®*]i pela diminuicdo de SERCAL e da atividade Ca**-ATPasica total.

Com as miotoxinas observa-se um perfil diferente. A figura 23 mostra que 1 dia apos a
injecdo das miotoxinas ocorre uma diminuigdo significativa na expressdo da isoforma o2
somente na presenca de BthTX Il isolada. Apds 3 dias essa diminuicdo também é observada
na presenca da associagéo de BthTX I+11 associadas (Figura 24).

A isoforma ol da Na'/K'-ATPase ¢ minoritaria em musculo no EDL (cerca de 10-
15%, He et al., 2001), porém €é chamada de isoforma housekeeping por ser encontrada em
praticamente todas as células de mamiferos, incluindo células inflamatérias. O trabalho de
Schaffazick e colaboradores (2010) mostrou que o veneno bruto promove um aumento
significativo na expressdo dessa isoforma no periodo de 1 e 3 dias ap0s sua injecdo, também
considerado como uma tentativa de compensacao i6nica e particularmente uma possivel
influéncia da presenca de células inflamatorias. Os resultados mostrados nas figuras 25 (1 dia
pos-injecdo) e 26 (3 dias pds-injecdo) indicam que ndo parece haver modificacdo significativa
na expressio da isoforma al da Na'/K'-ATPase, 0 que sugere uma menor participacio do
processo inflamatério na lesdo induzida pelas miotoxinas quando comparada com as

produzidas pelo veneno bruto.

4.6 Efeito das miotoxinas BthTX | e/ou BthTX Il na atividade Na'/K"-ATPasica in vitro

Utilizando duas preparacdes diferentes, uma enriquecida na isoforma al (tecido renal
de ratos) e outra em 02 e a3 (hemisfério cerebral de ratos), medimos a capacidade das toxinas
em inibir a atividade enzimatica in vitro, dessa vez avaliando a Na*/K*-ATPase como um
possivel alvo direto das miotoxinas. Nesse panorama, é importante destacar que os resultados
obtidos com 0 veneno bruto nas mesmas preparacfes e também em EDL de ratos mostraram
que ndo ocorrem modificagOes na atividade Na'/K*-ATPasica (Schaffazick et al., 2010). Os
experimentos ora realizados em tecido renal de rato (figura 27A) mostram que mesmo altas
concentragBes das miotoxinas (40 pg/ml) ndo foram capazes de inibir a atividade Na'/K'-
ATPasica e, ao contrario, promoveram um aumento significativo na atividade enzimatica em
relacdo ao controle, como foi o caso de BthTX | isolada. Em relagdo aos hemisférios cerebrais
de rato (figura 27B), as miotoxinas ndo foram capazes nem de inibir nem de estimular a
atividade Na'/K*-ATPasica.
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Figura 23. Expressio da isoforma o2 da Na/K-ATPase 1 dia ap6s a indugdo de mionecrose pelas
miotoxinas BthTX I (1 pg/g), BthTX II (1 pg/g) e BthTX I+II (1 pg/g de cada). O Western blot
tipico mostra as bandas especificas imunomarcadas, apés adi¢ao do anticorpo primario (mouse anti-o2
da Na/K-ATPase, dil. 1:1000) e do anticorpo secundario (anti-mouse, dil. 1:2000). O grafico
apresenta a quantificacéo por analise densitométrica da expressdo da isoforma a2 da Na/K-ATPase. Os
valores sdo a média + EPM de 3-6 amostras independentes. C = grupo controle. One-way Anova
seguido de pds-teste de Tukey.* P<0,05 em relagdo a C (controle)
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Figura 24. Expressio da isoforma a2 da Na/K-ATPase 3 dias ap0s a inducéo de mionecrose pelas
miotoxinas BthTX I (1 pg/g), BthTX IT (1 pg/g) e BthTX I+IT (1 pg/g de cada). O Western blot
tipico mostra as bandas especificas imunomarcadas, apds adigdo do anticorpo primério (mouse anti-o.2
da Na/K-ATPase, dil. 1:1000) e do anticorpo secundario (anti-mouse, dil. 1:2000). O grafico
apresenta a quantificacao por analise densitométrica da expressao da isoforma o2 da Na/K-ATPase. Os
valores sdo a média £+ EPM de 3-6 amostras independentes. C = grupo controle. One-way Anova
seguido de pds-teste de Tukey.* P<0,05 em relacéo a C (controle).
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Figura 25. Expressio da isoforma al da Na/K-ATPase 1 dia ap6s a indugdo de mionecrose pelas
miotoxinas BthTX I (1 pg/g), BthTX II (1 pg/g) e BthTX I+II (1 pg/g de cada). O Western blot tipico mostra
as bandas especificas imunomarcadas, apés adicdo do anticorpo primario (mouse anti-al da Na/K-ATPase, dil.
1:1000) e do anticorpo secundario (anti-mouse, dil. 1:2000). O grafico apresenta a quantificagdo por analise
densitométrica da expressdo da isoforma al da Na/K-ATPase. Os valores sdo a média + EPM de 4-8 amostras
independentes. C = grupo controle.
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Figura 26. Expressio da isoforma al da Na/K-ATPase 3 dias ap6s a inducdo de mionecrose pelas
miotoxinas BthTX I (1 pg/g), BthTX II (1 pg/g) e BthTX I+II (1 pg/g de cada). O Western blot tipico mostra
as bandas especificas imunomarcadas, apds adicdo do anticorpo primario (mouse anti-al da Na/K-ATPase, dil.
1:1000) e do anticorpo secundario (anti-mouse, dil. 1:2000). O grafico apresenta a quantificacdo por analise
densitométrica da expressdo da isoforma al da Na/K-ATPase. Os valores sdo a média + EPM de 4-7 amostras
independentes. C = grupo controle.
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Figura 27. Efeito de BthTX I, BthTX II e BthTX I+II (40 pg/ml) sobre a atividade Na/K-ATPasica em
preparagdes de rim (A) e hemisférios cerebrais (B) de rato in vitro. Os valores sdo média + EPM de 3
experimentos independentes. Teste t de Student. *P<0,05 em relago ao C (grupo controle).

5. DISCUSSAO

O veneno de B. jararacussu, quando administrado pela via perimuscular na pata
posterior de camundongos para que banhe externamente o muasculo esquelético EDL (rico em
fibras glicoliticas rapidas do tipo I1), produz uma rapida resposta miotoxica (Calil-Elias et al.,
2002a,b). Através da analise bioquimica da enzima sarcoplasmatica creatina cinase (CK)
liberada e presente no plasma sanguineo e do exame histoldgico, a avaliacdo do processo
miodegenerativo in vivo revela que ele este se inicia nas primeiras horas apos a inje¢éo e
apresenta seu pico em 3 dias, quando praticamente ndo ha mais células musculares integras,
havendo completa regeneracdo apos 7 dias (Calil-Elias et al., 2002a,b). Nessas condicdes,
mostramos que ATPases diretamente envolvidas no controle das concentrages intracelulares
do fon Ca** e no potencial de membrana, funces associadas & manutencéo da excitabilidade e
contragdo/relaxamento muscular, sdo afetadas (Schaffazick et al., 2010). Deste modo,
observamos uma reducdo da expressdo de SERCAL e da atividade Ca®*-ATP4sica total, e um
aumento da expressdo de SERCA2 e da isoforma ol da Na'/K'-ATPase, com perfil
semelhante adotado pela isoforma a2. In vitro, o veneno foi capaz de inibir a atividade Ca**-
ATPésica, mas ndo Na'/K*-ATPasica, com um ICsy < 1 pg/ml. Como as miotoxinas BthTX |
e BthTX Il sdo consideradas principais responsaveis pelo efeito degenerativo, investigamos o
efeito destas sobre as ATPases do tipo P do EDL.

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho através de Western Blotting para a
expressdo das isoformas da Ca**-ATPase, revelou que as miotoxinas BthTX | e BthTX Il
isoladas ou associadas ndo foram capazes de produzir alteracdes significativas em SERCA1L e
SERCA2 durante o periodo critico de miodegeneracdo no EDL de camundongos,
corroborando com a auséncia de variacdo da atividade Ca**-ATPasica total no 3° dia pés-
injecdo (embora pareca ocorrer modificacdo no 1° dia, discutido posteriormente), divergindo
dos dados obtidos por Schaffazick e cols (2010) para o veneno bruto usado na mesma dose (1
Hg/g), uma mistura complexa de enzimas e pequenos peptideos que possui uma agdo lesiva
muito mais intensa. Por outro lado, os dados da expressdo das isoformas da subunidade a da
Na'/K*-ATPase mostraram que ha diminuigdo significativa de 02, isoforma predominante no

musculo esquelético, sem alteracdo de al. Apesar desses resultados serem diferentes do
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obtido com o veneno bruto (Schaffazick et al., 2010), eles indicam que BthTX II, ou ela

associada a BthTX I, pode afetar o sarcolema.

Dentre as espécies do género Bothrops, o veneno de B. jararacussu € 0 que contem a
maior quantidade de miotoxinas, chegando a cerca de 15-25% do conteudo proteico total
(Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Moura-da-Silva et al., 1991). Varios trabalhos mostram que
as miotoxinas produzem degeneracdo muscular similar ao do veneno bruto, entretanto as
toxinas isoladas s&o0 menos potentes in vitro no que se refere a liberacdo de CK (Melo et al.,
1993; Oshima-Franco et al., 2000). In vivo, os dados revelam, em sua maioria, equipoténcia
(Melo et al., 1993; Ticli et al., 2005; Veronese et al., 2005; Rostelato-Ferreira et al., 2010; de
Alvarenga et al., 2011), embora uma menor poténcia também tenha sido reportada, em
especial para BthTX | (Borges et al., 2000; Andrido-Escarso et al., 2000; Biondo et al., 2003).
De todo modo, o processo de regeneracdo € mais bem sucedido com as miotoxinas,
provavelmente por estas manterem intactos vasos sanguineos, nervos e a lamina basal, o que
ndo acontece com o veneno, 0 qual possui atividade hemorragica e proteolitica gerando
mionecrose (Gutierrez et al., 1991; Gutierrez & Lomonte, 1995; Oshima-Franco et al., 2000).
Esse perfil parece explicar, pelo menos em parte, as alteragcbes mais brandas com relacdo a

expressao e atividade enzimatica das ATPases.

N&o ha descricdo até o momento de qual sitio de ligacdo é responsavel pela interagcdo
entre as miotoxinas e 0 midcito, contudo existem evidéncias que indicam que o sitio de acao
primario localiza-se no sarcolema (Gutiérrez & Ownby, 2003; Montecucco et al., 2008). Apo6s
interacdo, ocorre desorganizacdo membranar e/ou degradagdo fosfolipidica, dependendo da
existéncia de atividade fosfolipasica, que afetam a integridade do sarcolema com efluxo de
enzimas citosélicas e influxo de fons como o Ca®** e Na' (Gutiérrez & Ownby, 2003;
Montecucco et al., 2008). A sobrecarga citosolica de Ca?*, principalmente, promove uma
série de eventos que podem resultar em morte celular como a ativacdo de proteinases,
endonucleotidases e fosfolipases Ca?*-dependentes, além de aumento de volume mitocondrial
e dissipacdo do potencial eletroquimico (Zhivotovsky & Orrenius, 2011), etapas estas que séo
comuns a diferentes tipos de injdria muscular como o processo de isquemia-reperfusao
(Siqueira-Batista et al., 1994). Mostramos que a expressdo da isoforma a2 da Na*/K*-ATPase
é reduzida pela BthTX Il, o que esta de acordo com o maior dano da membrana plasmatica
pela miotoxinas, em especial aquelas que possuem atividade fosfolipasica. A expressao da

Na'/K*-ATPase esta associada com o processo de morte celular. Assim, estudos mostraram
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que a reducdo dos niveis de Na'/K'-ATPase da membrana plasmatica resulta em
despolarizacio, perda de K" intracelular e disparo de apoptose (Mann et al., 2001; Yu et al.,
2003). E interessante notar que a inibicio da Na*/K'-ATPase com ouabaina potencializa o
efeito miotoxico do veneno de B. jararacussu (Tomaz et al., 2008). Entretanto, a inexisténcia
de alteracdo significativa da expressdo de SERCA sugere que o processo degenerativo foi
incompleto, reforcando o conceito de que 0 veneno possui outros componentes que

intensificam a miotoxicidade.

A reacdo inflamatdria € um elemento presente apo6s o acidente ofidico e é reproduzido
experimentalmente (Barbosa et al., 2008; Teixeira et al., 2009; Patrdo-Neto et al., 2013). O
recrutamento de leucdcitos, especialmente neutréfilos, surge algumas horas depois da lesdo
muscular direta, sendo seguidos por macrdfagos, que se tornam predominantes em 2-3 dias
pos-lesdo (Teixeira et al., 2003a, 2009). A capacidade das células inflamatorias liberarem
espécies reativas indica que tenham um importante papel no efeito miotdxico de venenos de
Bothrops spp. (Zamunér et al., 2001), podendo ser pelo menos em parte responsaveis pela
miodegradacdo fibrilar (Gutierrez et al., 1986). Além disso, o pico de citocinas coincide com
o fenbmeno de necrose muscular (Barros et al., 1998). De fato, a utilizacdo de anti-
inflamatorios esteroidais reduz a miotoxicidade do veneno de B. jararacussu (Patrdo-Neto et
al., 2013) e prejudica a recuperacdo muscular (Vomero et al., 2009). Para o veneno de
Bothrops jararaca, a inibicdo de miotoxinas PLA, ndo afeta o processo inflamatorio, ao
contrario do que acontece com as metaloproteinases (Zychar et al., 2010) como a jararhagina,
que apresenta perfil pré-inflamatério in vivo e in vitro (Gallagher et al, 2005). Por outro lado,
alguns estudos mostram que a neutropenia nao afeta a fase degenerativa, mas € importante
para a regeneracdo muscular (Teixeira et al., 2003b, 2005). Ademais, a inibicdo de alguns
fatores pro-inflamatérios ndo reduzem a capacidade miotoxica do veneno de B. asper (Chaves
et al., 2005, 2006). Entretanto, isto pode ser devido a dependéncia do background genético do

animal envenenado (Carneiro et al., 2002) e do tipo muscular (Tomaz et al., 2008).

BthTX I e Il induzem a migracao leucocitaria in vivo, sendo que BthTX Il parece mais
potente nesse aspecto (de Castro et al., 2000; Pereira et al., 2009), assim como o efeito
edematogénico (Pereira et al., 2009). A atividade PLA; ndo exerce qualquer influéncia na
migracdo (de Castro et al., 2000). Os achados com o0 veneno bruto revelaram um aumento
significativo da expressdo da isoforma al da Na*/K'-ATPase em 1 e 3 dias pds-injecio

(Schaffazick et al., 2010), o que foi considerado resultante da infiltracdo de células
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inflamatdrias que exibem quase unicamente essa isoforma (Levenson, 1994). Com BthTX I,
isolada ou associada a BthTX I, ndo observamos mudancga do perfil de al apesar da queda de
a2, o que parece indicar que ha efeito miotdxico com infiltracdo inflamatdria, mascarando a
queda de expressao de al muscular. Visto que ndo houve aumento dos niveis de al, pode-se

supor que o processo inflamatorio é menos intenso que o causado pelo veneno.

A atividade Ca**-ATPasica do EDL 3 dias ap6s a injecdo seguiu o que foi observado
para a expressdo de SERCA, ou seja, ndo houve diferenca em relacdo ao controle. Por outro
lado, apesar de ainda inconclusivo, os resultados de 1 dia pos-injecdo indicam que ha efeitos
opostos das miotoxinas. Enquanto que BthTX | parece estimular a atividade do EDL in vivo,
BthTX Il (ou associada a BthTX 1) reduz a mesma. BthTX Il tem a capacidade de hidrolisar
membranas biolégicas e sabe-se que a restri¢cdo do contetdo de fosfolipidios inibe a atividade
Ca’*-ATPasica de SERCA (Pikula et al., 1994). A anélise da resposta & BthTX I revela-se
mais complexa, porém pode apontar alteracGes na expressao/atividade de proteinas
reguladoras da funcdo da SERCA em musculo esquelético, como por exemplo a sarcolipina
(Tupling et al., 2011). Ademais, € importante considerar que BthTX I e Il podem afetar a
mitocondria in vivo e em funcdo disso promover uma diminuicdo na sintese de ATP,

comprometendo a atividade das bombas de Ca®* (Montecucco et al., 2008)

Um dos principais achados desse trabalho vem da avaliagdo do efeito das miotoxinas
sobre a atividade da Ca®*-ATPase in vitro. Apenas BthTX Il, e ndo a BthTX I, foi capaz de
inibir a atividade Ca®*-ATPasica de EDL de rato de modo concentragdo-dependente. A
analise visual dos resultados mostra que o Clsg esta em torno de 0,1 pg/ml, cerca de 10 vezes
menor que o veneno bruto (Schaffazick et al., 2010). Foi demonstrado anteriormente que a
miotoxina a (massa molecular = 4,6 kDa) de Crotalus viridis viridis, também da familia
Viperidae, interage de forma especifica com a SERCA apresentando um Kd estimado
indiretamente de 1 pg/ml, ou 200 nM (Volpe et al., 1986; Utaisincharoen et al., 1991). A
porcdo C-terminal da miotoxina a € a responsavel pela inibicdo, altamente basica com varios
residuos Lisina (Baker et al., 1992), possuindo um Kd de 20 pM para captagio de Ca®* (Baker
et al., 1995). Um valor similar foi observado para o Clsy da miotoxina | de B. asper (massa
molecular = 10,7 kDa) referente a inibicdo da atividade Ca®*-ATPasica, em torno de 4,7
ug/ml, ou 450 nM (Gutiérrez et al., 1987). Entretanto, neste caso os autores propdem que a
acao seja sobre os fosfolipidios da membrana reticular (Gutiérrez et al., 1987). Em nosso

trabalho, o Cls, estimado para a inibicdo da atividade Ca®*-ATPé4sica esta ao redor de 6 nM,
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ou seja, mais potente que as outras miotoxinas descritas anteriormente. Ndo ha como descartar
que a inibicdo seja por interacdo inespecifica sobre a membrana na qual a ATPase esta
inserida, entretanto consideramos essa possibilidade remota porque: (1) geralmente nessa
situacdo a poténcia inibitoria € baixa (Gutiérrez et al., 1987); (2) BthTX I, que também afeta a
integridade membranar, ndo inibe a atividade Ca®*-ATPasica; (3) tanto BthTX | quanto
BthTX Il ndo inibem a atividade Na*/K*-ATPasica, mesmo em concentracdes bem maiores.
Ao contrario, houve aumento da atividade Na'/K"-ATPésica renal, apenas por BthTX I. E
interessante notar que esse aumento ja foi visto em rins de ratos apds injecao de veneno de B.
alternatus (Linardi et al., 2011).

Cintra-Francischinelli e colaboradores (2009) mostrou em mioblastos C2C12 que ha um
sinergismo entre a miotoxinas Lys49 e Asp49 na induc&o de mobilizagdo de Ca®* de estoques
intracelulares. A despeito da variabilidade biolégica na composicdo de venenos, Homsi-
Brandeburgo e colaboradores (1988) mostraram que a propor¢cdo BthTX | (fracdo Sy-
SPy):BthTX 1l (fragdo Sy-SP\y) seria de 2:1. Nesse contexto, utilizamos essa mesma
proporcao para o ensaio de inibicdo da atividade Ca®*-ATPasica e néo foi observado qualquer
efeito adicional. E interessante que quando comparamos 0 ICsy de BthTX Il (~ 0,1 pg/ml)
com o do veneno bruto (~ 1 pg/ml; Schaffazick et al., 2010), verificamos que ha uma
diferenca de cerca de 10 vezes, compativel com a proporcdo desta miotoxina no veneno
(Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Moura-da-Silva et al., 1991). Assim, conclui-se que BthTX
|1 é a principal miotoxina responsavel pela inibicio da Ca®*-ATPase, e possivelmente a Gnica.
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6. CONCLUSOES

e As miotoxinas do veneno de Bothrops jararacussu bothropstoxina | e bothropstoxina Il,
isoladas ou associadas, ndo mimetizam o efeito do veneno bruto sobre a atividade e
expressao proteica das isoformas da Ca**-ATPase de reticulo sarcoplasmético (SERCA) e
da Na'/K'-ATPase do musculo esquelético de contracdo rapida EDL, transportadores

estes importantes para a homeostasia intracelular de Ca*";

e A bothropstoxina Il é um potente inibidor da atividade Ca®*-ATPasica in vitro, enquanto

que a bothropstoxina I ndo apresenta qualquer efeito.
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